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学位論文内容の要旨
Atfirst,Ipurifiedandcharacterizedanα一mannosidasetohomogeneityfrommatureredtomatofruitsIThe
purifiedα-mannosidase(Man-Le)couldhydrolyzedtheα1-2,1-3,andll61mannOSidiclinkages丘omboth
high-mannosetypeandplantcomplextypeN-glycan,butpreferedatruncatedplantcomplextype structureto
high-mannosetypeN-glycansbearingα1-2mannosylresidues.ThenIclonedandexpressedacDNA舟omtornto
f血itsinPichiapastorisandidentifiedtheα一mannosidaseactlVltyinPichiacellysate.Thegene-encoded-protein
isslnglepolypeptidechainof1028aminoacidscontaimngglycosylhydrolasesuper-familydomain38With
predictedmolecularmassof116kDa.AlthephysicoIChemicalpropertiesofrecombinantα一mannosidaseare
sameasthatofnativeenzyme.Ialsodevelopedamolecular3-DmodelofMan-Lebasedonthecrystalstructure
ofbovinelysosomalα一mannosidasewhichshowedthatcatalyticalyimportantresiduesofMan-Leareconserved
andsuperimposedwithCα atomsofanimallysosomalα-marnosidase,suggestlngthatplantacidic
α-marnosidasepossessesverysimlaractivesiteconfTormationandcatalyticmechanismasthatofanimalone.
LastlyIdidtheclomngandexpressionofaCDNAkomtomatofruitsthatencodedanacidicpeptide:N-glycanase
inthePichiaculturesupernatant.ThePNGase-gene-encodedproteinisaslnglepolypeptidechainof588amino
acidswithapredictedmolecularmassof65･8kDa.Icharacterizedtherecombinantacidicpeptide:N-glycanase
and血awnaphylogenetictree.
論文審査結果の要旨
本学位論文は,植物の分化成長に関わる糖タンパク質糖鎖の代謝機構解明と遊離糖鎖の機能利用を目的と
した研究の一環として (1) トマ ト果実の熟成過程で発現されるα-マンノシダーゼ (α-Man'ase)の精製と
キャラクタリゼーション (2)トマトα-Man'aseの遺伝子同定,発現系構築,組換え酵素の性質検討及び分
子モデリングによる立体構造解析 (3) トマト果実の熟成過程で発現され糖タンパク質から糖鎖の遊離を司
るペプチド:N-グリカナ-ゼ (pNGase)の遺伝子同定,発現系構築及び組換え酵素の性質検討についての研究
成果が記載されている｡論文は緒論 (第1章)と結論 (第5章)を含めて5章構成となっている｡第2章では
トマト果実からの酸性α-Man'aseの精製とキャラクタリゼーション結果が記載されている｡精製α-Man'ase
は,これまでに報告されている植物α-M弧'aseとは性質を異にし,弱酸性領域に至適pH を有し,パウチマン
ノース型糖鎖のαト6Man残基に対して強い活性を示した｡構成サブユニットのN-末端アミノ酸配列を明ら
かにしたが,N-末端領域で相同性の高い既知α-Man'aseは検索されなかった.第3章では,2章で明らかに
したアミノ酸配列をもとにトマトα-Man'ase遺伝子クローニングを行っている｡当時,トマトゲノム解析が
終了していなかったため,断片的な配列情報を基にRace法を駆使してcDNA全長を明らかにしたO次いで,
酵母発現系を用いてフラッグタグ付加タンパク質として組換え酵素の発現と単一精製に成功している｡精製
組換え酵素について,詳細な基質特異性をはじめとする酵素化学的性質を明らかにし,本酵素が果実熟成期
の糖タンパク質代謝に重要な役割を担うことを明らかにした｡更に,全アミノ酸配列を用いた相同性検索に
より,トマトα-Man'aseがウシ リソソームα-Man'aseと高い相同性を有することを兄いだし,ウシ酵素の
結晶構造をもとに分子モデリング法により立体構造予測を行った｡その結果,トマトα-Man'aseの立体構造
はウシ酵素のそれと高い相同性を有し,触媒ドメイン及び触媒アミノ酸残基の空間配置も完全に保存されて
いることを明らかにした｡第4章では,タンパク質からの糖鎖遊離を司る酸性pNGase遺伝子の同定を行っ
ている｡アーモンドPNGase遺伝子配列を基にトマトゲノム情報から候補遺伝子を絞り込み,その遺伝子を大
腸菌で発現させることで遺伝子同定に成功し,組換え酵素の基質特性をはじめとする酵素学的性質を明らか
にした｡以上の内容を持つ本論文は,博士論文として相応しい学問的意義及び価値を有するとともに,糖鎖
機能を利用した植物バイオテクノロジー開発に向けての実用的価値を有するものと判定した｡
